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:【 目 的 ] 海 荣 糖 合成 酶 (trealose-6-phosphate synthase, TPS) 是 海 滞 糖 合成 过 程 中 的 关键 酶 之 
D ken ЕЛЕ 77 ET Galeruca daurica HRA ys, B X E], 2 Ap CS S B) 2R EE 38 85 v6 
È, ИЯНЕ —35 3S m zy ERE SUE RR ue). [27x ] iit: RACE CR ETE 2E LEE 
TPS 基因 的 全 长 cDNA 序列 ,并 对 该 基因 进行 生物 信息 学 分 析 ; 利 用 实时 荧光 定量 PCR. 方法 检测 
TPS 基因 在 不 同 温度 下 沙 区 营 叶 甲 2 龄 幼虫 中 的 表达 量变 化 。【 结果】 克隆 获得 沙 苑 莹 叶 甲 TPS Ж 
因 ,将 其 命名 为 CNN 登录 号 : KY460114) ,该 基因 全 长 706 bp, 开 放 长 
2 496 bp ,编码 831 个 和 氨基酸; 蛋白 预测 分 子 量 为 94.05 kD ,等 电 点 为 6.82 ,无 信号 肽 和 跨 膜 结构 ， 
包含 3 个 N- 糖 基 化 位 点 。GdTPS 有 两 个 保守 功能 区 ,与 其 他 昆虫 TPS 具有 较 高 的 同 Mela 其 中 与 
3 £- 3X- WX Leptinotarsa decemlineata TPS 亲缘 关系 最 近 , 和 氨基 酸 序列 一 致 性 为 88% 。 实 时 荧光 定量 
PCR 结果 表明 ,温度 低 于 25% (对 照 ) 时 ,GdTPS 表达 量 随 着 温度 下 降 而 上 升 , -10% 时 达到 最 高 
值 ; 高 于 25%C 时 ,CdTPS 表达 量 随 着 温度 上 升 而 上 升 ,40% 时 达到 最 高 值 。 [2576 ] i REP b X 
通过 上 调 GdTPS 的 表达 来 应 对 高 温和 低温 胁迫 ,该 结果 为 揭示 TPS 在 昆虫 应 MEM 胁迫 过 程 中 作 
用 的 分 子 机 制 提 供 了 基础 。 
关键 词 : DEED Од; 基因 克隆 ; 温度 胁迫 ; 实时 荧光 定量 PCR 
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Molecular cloning of trehalose-6-phosphate synthase gene GdTPS and its 
response to temperature stress in Galeruca daurica ( Coleoptera: 


Chrysomelidae ) 

LU Biao', TAN Yao', ZHOU Xiao-Rong', XING Li, PANG Bao-Ping"* (1. Research Center for 
Grassland Entomology, Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot 010019, China; 2. Inner 
Mongolia Institute of Science and Technology, Hohhot 010010, China) 

Abstract: [ Aim] Trehalose-6-phosphate synthase ( TPS) is one of key enzymes in the trehalose 
synthesis pathway. This study aims to clone the TPS gene from Galeruca daurica and to analyze its 
expression levels in response to temperature stress so as to investigate the molecular regulation 
mechanisms of TPS in temperature tolerance іп G. daurica. [Methods] The full-length cDNA of the TPS 
gene was cloned from G. daurica by rapid amplification of cDNA ends (КАСЕ) , and its sequence was 
subjected to bioinformatics analysis. The expression profiles of the TPS gene in the 2nd instar larvae of 


G. daurica at different temperatures were detected by real-time quantitative PCR. [Results] A TPS gene 
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was cloned from С. daurica, and named GdTPS ( GenBank accession no. : KY460114) , which is 2 706 
bp in length with an open reading frame ( ORF) of 2 496 bp, encoding a protein of 831 amino acids with 
the predicted molecular weight of 94. 05 kD and pl of 6. 82. The encoded protein contains three potential 
N-glycosylation sites, without signal peptide and transmembrane domain. GdTPS has two conserved 
domains, shares higher amino acid sequence identity with TPSs of other insect species and has the highest 
amino acid sequence identity (88% ) with TPS from Leptinotarsa decemlineata. Real-time quantitative 
PCR results showed that when the stress temperature was lower than 25*C (the control), the expression 
level of GdTPS increased as the temperature decreased, and reached the peak at — 10%. However, 
when the stress temperature was higher than 259С, its expression level increased as the temperature 
increased, and reached the peak at 40%. [ Conclusion] The expression of GdTPS іп С. daurica larvae is 
up-regulated significantly in response to low and high temperature stresses. The results provide a 
foundation for the functional research of TPS in the regulation of temperature stress in insects. 


Key words: Galeruca daurica; trehalose-6-phosphate synthase; gene cloning; temperature stress; real- 


time quantitative PCR 





Tij ORE — Rb C e E CK З 9 ,也 是 应 激 代 
谢 的 重要 产物 ,广泛 存在 于 低 等 植物 .细菌 、 真菌 8 
类 昆虫 以 及 其 他 无 消 椎 动物 中 ,其 性 质 非 常 稳定 ， 
能 够 在 高 温 、 高 寒 .干燥 失 水 等 恶劣 的 条 件 下 在 细胞 
表面 形成 特殊 的 保护 膜 , 可 以 有 效 地 保护 生物 分 子 
结构 不 被 破坏 (于 彩虹 等 , 2008 ) 。 在 植物 中 ,海江 
糖 是 一 种 抗 应 激 物 ,可 以 使 其 对 抗 干 旱 、 高 盐 、 低 温 
等 恶劣 条 件 ( Garg et al., 2002; Jang et al., 2003) 。 
海棠 糖 可 以 有 效 地 稳定 脱水 酶 .蛋白质 和 脂 质 膜 , 保 
护 生 物 结构 不 受到 干旱 损害 ( Garg et al., 2002; 
Elbein et al., 2003) 。 海 藻 糖 是 由 两 个 葡萄 糖分 子 
以 1,1- 糖 芽 键 构成 的 非 还 原 性 糖 ,对 多 种 生物 活性 
物质 具有 非特 异性 保护 作用 。 

目前 ,在 不 同 的 生物 体 中 发 现 至 少 有 5 条 合成 
海藻 糖 的 途径 (Becker et al., 1996; 李 源 等 , 2013) 。 
在 绝 大 多 数 的 真 核 和 原核 生物 中 ,研究 比较 深入 的 
是 TPS-TPP 途径 ,其 过 程 是 首先 在 6-9 RISE DERE 
成 酶 (trehalose-6-phosphate synthase, TPS) ЕМЕ F, 
bk Br — E PU (uridine diphosphate glucose, 
UDP-G) 和 6-0 RZ 18] 7) Pr tx Л 6-0 ТЕ ve ӘҢ ( 6- 
phosphoric acid trehalose, Tre6P) ,然后 在 6- 磷 酸 海 
ЖОЛ mt? PS ДЕ ( 6-phosphoric 
phosphatase, TPP) 水解 6 -BERRIE V BR WE FH FEE 
去 磷酸 化 生成 海藻 糖 (Giever et al., 1988) , TPS- 
TPP 合成 途径 最 初 是 在 酵母 中 发 现 的 (Candy and 
Kilby, 1959) ,后 来 在 大 多 数 生物 体内 被 发 现 ,是 目 
前 已 知 的 昆虫 体内 海藻 糖 合 成 最 主要 的 途径 。 

海藻 糖 不 仅 为 生物 的 生长 发 育 提供 所 需 的 能 
ti ,而 且 在 一 些 昆虫 体内 发 挥 了 重要 的 耐寒 保护 作 
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用 。 越 冬 期 昆虫 体内 海藻 糖 的 含量 显著 高 于 非 越冬 
期 ,这 表明 可 以 通过 调节 其 体内 的 海藻 糖 含量 ,提高 
其 耐寒 性 来 抵御 寒冷 。 迄 今 , 关 于海 党 糖 酶 在 低温 
诱导 下 作用 机 理 的 研究 较 少 ( 秦 资 等 , 2012) , ЕШ 
在 通过 短 时 低温 诱导 后 ,会 显著 地 提高 其 存活 率 , 这 
可 能 是 与 昆虫 体内 酶 系 变化 有 关 ( 赵 静 等 ,2010 ) , 
而 海 菠 糖 可 以 在 逆境 条 件 下 被 激发 而 大 量 合成 。 已 
有 多 种 昆虫 的 海藻 糖 合 成 酶 基因 被 克隆 ,如 东亚 飞 
ШЕ Locusta migratoria manilensis( Cui and Xia, 2009) 、 
Mg Қ Nilaparvata lugens ( Chen et al., 2010) , 16 
РЕ й Catantops pinguis( Tang et al., 2011) , 12$ К 
ff, Sogatella furcifera (318 6 35, 2012) FEILE 
Harmonia axyridis ( Z& З, 2012), # t Delia 
antiqua ( 7E li 85) 2013), Ж ШЕ Blattella 
germanica. ( |Ж $$ ML SK 38 6, 2015 ) Æ JC TE S] Sx 
Gampsocleis gratiosa( 9 [HA , 2017) 等 。 
昆虫 是 变温 动物 ,温度 对 其 生长 发 育 存活 和 繁 
殖 具 有 重要 的 影响 。 在 长 期 进化 过 程 中 ,昆虫 形成 
了 多 种 手段 应 对 温度 胁迫 ,例如 通过 调节 海藻 糖 的 
REKHA R E. WAH Galeruca daurica 
是 从 2009 年 开始 在 内 蒙古 草原 上 突然 暴发 成 灾 的 
一 种 新 害虫 ,其 食性 窗 ,主要 以 幼虫 为 害 沙 萄 Allium 
mongolium , ZR 24, А. polyrhizum ,Wf 3E А. ramosum 
ТН ЖРА ЖЕН rS, I ЕМ ІНЕ ZEE ,将 植 
物 地 上 部 分 哨 食 一 光 ( 吴 翔 等 , 2014) 。 该 虫 一 年 发 
^E 1 代 , 以 卵 浪 育 越冬 ,次 年 最 早 4 В ЕЈ 
始 孵 化 ,此 时 发 生地 气温 变化 很 大 ,极端 最 低温 度 可 
达 - 10% 以 下 ,越冬 卯 和 幼虫 具有 很 强 的 抗 寒 性 
( 李 浩 等 , 2014, 2015; 高 靖 沪 等 , 2015) ,但 其 抗 寒 
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性 的 机 理 目 前 还 不 清楚 。 

本 实验 是 以 沙 莹 至 叶 甲 为 研究 对 象 ,利用 
cDNA 末端 快速 扩 增 (RACE ) 技 术 元 隆 得 到 了 TPS 
基因 完整 的 cDNA 序列 ,对 该 基因 的 序列 特征 进行 
生物 信息 学 分 析 ; 通 过 实时 荧光 定量 PCR 技术 对 短 
时 低温 和 高 温 胁迫 下 的 TPS 基因 表达 进行 了 研究 ， 
为 进一步 揭示 昆虫 TPS 的 功能 及 其 在 昆虫 应 对 温 
度 胁 迫 过 程 中 作用 的 分 子 机 制 提供 了 基础 。 
































1 材料 与 方法 


1.1 HWER 

2015 4E 4 H 15 日 从 内 蒙古 锡林浩特 市 阿尔 善 
苏 木 采 回 沙 萄 莹 叶 甲 越冬 卵 , 带 回 呼和浩特 市 内 蒙 
古 农 业 大 学 草原 昆虫 研究 中 心 实 验 室内 进行 孵育 ， 
整个 饲养 过 程 均 以 野 韭 为 食 。 将 卵 置 于 温度 25 + 
1C ,相对 湿度 60% +5% , 光 周 期 14L: 10D 的 PRX- 
350C 智能 型 人 工 气 候 箱 (宁波 海曙 塞 福 实验 仪器 
三) 中 培养 至 2 龄 。 选 取 2 龄 (4 Hilt) 幼虫 ,每 8 ~ 
9 头 一 组 。 不 同 温度 处 理 :分 别 在 -14，-10，-5$， 
0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 和 40% 处 理 1 h, 每 组 
3 个 重复 ,以 液 氮 速冻 后 置 于 -80Y 冰箱 储存 备用 。 
1.2 RNA 的 提取 及 cDNA 的 合成 

取 不 同 温度 处 理 下 的 沙 萄 萤 叶 甲 2 龄 幼虫 约 
60 mg, 用 液 氮 迅速 研磨 后 ,用 TaKaRa MiniBEST 
Universal RNA Extraction. Ки ( TaKaRa ) 提取 总 
RNA ,将 提取 的 RNA 用 1. 596 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 和 


























NanoPhotometer @ Р-СІаѕѕ 检测 完整 性 和 浓度 后 
-80% 保存 。 分 别 取 1 pg 总 RNA 用 PrmerScript" 
Ist Strand cDNA Synthesis Kit( TaKaRa) 反 转录 合成 
cDNA 第 1 链 , -20% 保存 ,用 于 后 续 的 定量 表达 分 
Wr. 25H -10C 处 理 的 2 龄 幼虫 总 КМА, 按照 
SMARTer 9 RACE 5'/3' Kit (Clontech) 使 用 手册 合 
成 cDNA 第 1 链 ,用 于 沙 芍 曹 叶 甲 TPS 基因 克隆 。 
1.3 ІНЕН TPS 基因 片段 的 扩 增 

根据 本 实验 室 测 得 的 沙 签 曹 叶 甲 转录 组 数据 ， 
筛选 注释 为 沙 敬 董 叶 甲 海藻 糖 合成 酶 的 unigene Jf 
列 ,通过 生物 信息 学 分 析 , 得 到 海藻 糖 合成 酶 基因 片 
Exo AJH Primer Premier 5.0 软件 设计 引物 ( 表 1)， 
VA PP Z8 sie p 2 龄 幼虫 反 转 录 得 到 的 cDNA 为 模板 
进行 RT-PCR 扩 增 (TI100™ Thermal Cycler, Bio- 
Rad), 25 uL PCR 反应 体系 :模板 cDNA 1 uL, E 
下 游 引物 各 1 uL, Premix Taq™ (TaKaRa Taq™ 
Version 2. 0 plus dye) 12.5 uL, RNase Free ddH,O 
9.5 uL, EUN ATTE :947C 预 变 性 3 min; 94^C 变性 30 
s, 55 避 退火 30 s, 72C 延伸 1 min, 共 进行 30 个 循 
环 ;72% 延伸 10 min。 反 应 完成 后 ,进行 PCR 产物 
1.5% 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 , 当 检 测 到 目的 条 带 后 ， 
用 DNA 凝 胶 回收 试剂 盒 (TaKaRa) 回收 纯化 ,然后 
连接 至 pMD19-T 质粒 载体 (TaKaRa) ,之 后 转化 大 
rF Escherichia coli 感受 态 细 胞 DH5a (TaKaRa) 
后 涂 布 含 Amp 的 LB 平板 。 挑 选 平板 上 的 菌落 进行 
PCR 鉴定 ,然后 将 验证 后 的 菌落 接种 于 含 2 mL 的 
fj Amp 的 LB 液体 培养 基 ，37% 摇 菌 过 夜 。 然 后 用 






























































表 1 引物 名 称 及 序列 
Table 1 Primers used in the study 


引物 引物 序列 (5' -3 ) 


Primers Primer sequences 








引物 用 途 


Use of primers 
































TPS-F1 ATGATAGTAGTCTCCAACCG 
TPS-RI CTTTGAATTTGTCAACTTGG TPS 基因 片段 扩 增 
TPS-F2 GCATCGTTCAAATATGGT Amplification of TPS gene fragment 
TPS-R2 TTGCTAATTTTTCTAATT 
ТР5-3-К1 АТССССТСААССТССССТТССАТСТ 
TPS-3-R2 CGTCGGCTTCCATCTACTGACGCAG 
ТР5-5-КІ CCAACCTACCCATAGTCCTCCGCCG RACE 
TPS-5-F2 ACCAAACCACCAGCACTCGCTTTCC 
UMP CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 
NUP СТААТАССАСТСАСТАТАСССС 
Q-TPS-F АСАССССАТТСТССТСТАСА TPS 基因 实时 荧光 定量 PCR 
Q-TPS-R GCAGCCATACCTTTGAGAGC Real-time quantitative PCR of TPS gene 
Q-SDHA-F GGGAGACCACAATCTCCTCA 内 参 基 因 实时 荧光 定量 PCR 
Q-SDHA-R AGCTGGTGCTCCTAAGTCCA Real-time quantitative PCR of the reference gene 
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质粒 提取 试剂 盒 (TaKaRa ) 提取 再 液 的 质粒 ,将 提取 
的 质粒 送 至 北京 六 合 华 大 基因 科技 股份 有 限 公 司 进 
行 测序 。 将 测序 结果 与 转录 组 数据 库 中 鉴定 出 的 
TPS 基因 片段 序列 通过 DNAMAN 软件 进行 比 对 。 
1.4 TPS 基因 3’RACE 5E 5'RACE 

T vb Sup HO TPS 基因 的 中 间 片 段 序列 , 设 
计 3 与 5' 特 异性 引物 :TPS-3-R1, TPS-3-R2; ТР5-5- 
КІ, TPS-5-F2( 表 1)。 利 用 这 些 引 物 进行 TPS 基因 
的 3 与 SRACE 扩 增 ,以 获得 TPS 基因 的 全 长 。 
1.4.1 5'RACE: 采 用 SMART RACE 说 明 书 上 的 
Touchdown PCR 和 Nest PCR 方法 进行 5 末端 克隆 。 
首先 利用 通用 引物 UPM 和 特异 性 引物 TPS-5-F1 所 
配 成 的 50 pL 的 反应 体系 进行 Touchdown PCR 扩 
增 ,其 PCR 条 件 :94% 30 s, 72C 2 min, 5 个 循环 ; 
94*C 30 в, 70% 30 s, 72C 2 min, 5 个 循环 ;94C 
30 в, 68% 30 s, 72C 2 min, 25 个 循环 。 取 5 pL 
PCR 产物 加 入 到 Tricine-EDTA buffer 中 配 成 模板 ， 
使 用 通用 引物 NUP 和 特异 性 引物 TPS-5-F2 进行 
Nest PCR 扩 增 ,其 PCR 反应 条 件 :94% 30 s，68%C 
30 s, 72% 2 min, 25 个 循环 。PCR 072 1.596 3i 
脂 糖 凝 胶 电泳 分 离 , 目 的 条 带 进 行 胶 回收 纯化 ,连接 
至 pMD19-T 载体 ,与 大 肠 杆菌 感受 态 细 胞 DH5a HE 
行 转化 ,然后 进行 阳性 克隆 检测 ,方法 同 1.3 节 的 中 
间 片 段 克 隆 , 将 符合 的 质粒 进行 测序 。 
1.4.2 3'RACE: 用 通用 引物 UPM 和 特异 性 引物 
TPS-3-RI 所 配 成 的 50 pL 的 反应 体系 进行 
Touchdown PCR 扩 增 ,其 PCR 条 件 同 5'RACE 的 
Touchdown PCR 相同 。PCR 产物 回收 及 测序 与 5 
RACE 相同 。 将 测 得 的 5' 和 3' 末 端 序列 与 中 间 片 段 
用 DNAMAN 软件 进行 拼接 。 
1.5 РЖ ТРЅ 基因 序列 分 析 及 系统 发 育 树 
的 构建 

应 用 在 线 预测 网 站 ORF Finder ( www. ncbi. 
nlm. nih. gov/gorf/gorf. html) 对 TPS 基因 的 开放 阅读 
编码 框 ( ORF ) 进行 预测 ; 应 用 在 线 预 测 网 站 
SignalIP4. 1 ( http: // www. cbs. dtu. dk/services/ 
SignalP/ ) 进行 信号 肽 预测 ; 使 用 DNAMAN V6.0 
(Lynnon Biosoft, MEK) 软件 进行 分 子 量 以 及 等 电 
点 预测 ; 跨 膜 区 的 预测 使 用 TMHMM Server V. 2. 0 
(http: /www. cbs. dtu. dk/services/TMHMM/) ;利用 
蛋白 质 亚 细胞 定位 软件 WoLF PSORT (http: // 
wolfpsort. org/ ) 对 和 蛋白质 进行 定位 预测 ; 糖 基 化 位 点 
预测 采用 NetOGlyc 4. 0 Server ( http: // www. cbs. 
dtu. dk/services/NetOGlyc/) 和 NetNGlyc 1. 0 Server 










































































(http: // www. cbs. dtu. dk/services/ NetOGlyc/ ) TE £X 
软件 进行 分 析 ; 使 用 KinasePhos ( http: // 
kinasephose. mbe. nctu. edu. tw/) 在 线 软件 预测 磷 栈 
化 位 点 ;利用 NCBI Conserved Domains 工具 (http: // 
www. ncbi. nlm. nih. gov/Structure/cdd/ wrpsb. cgi ) 对 
蛋白 质 的 结构 域 进行 分 析 ; 以 目的 基因 序列 作为 询 
问 序列 ,利用 NCBI 软件 在 GenBank 中 搜寻 其 他 昆 
IR TPS 的 同 源 性 序列 ,并 运用 DNAMAN 软件 进行 
比 对 分 析 ; 以 中 国 对 虾 Fenneropenaeus chinensis TPS 
的 同 源 序列 (GenBank 登录 号 : ACD74843 ) 为 外 群 ， 
用 MEGA6. 0 软件 中 的 邻接 法 ( neighbor-joining, 
NJ) 构 建 系统 发 育 树 ,重复 运行 1 000 次 ,在 进化 树 
的 节点 处 显示 自 举 检验 值 ,判断 序列 是 否 属 于 直系 
同 源 序列 。 
1.6 WARP TPS 基因 的 表达 分 析 

用 实时 欧 光 定量 РСК (real-time quantitative 
PCR, RT-qPCR) 4j lr vb 28, s n HAS [e] а МЫН Қ 
TPS 基因 的 表达 水 平 。 以 从 沙 和 长 董 叶 甲 筛选 出 的 内 
参 基 因 SDHA ( GenBank 登录 号 : KU240575 ) 为 内 参 
基因 (Tan et al., 2017) (31). BA 25?C APR SI b 28 
ЖІҢН2 龄 幼虫 为 对 照 ,1.3 节 中 反 转 录 合 成 的 
cDNA 为 模板 ,并 进行 稀释 。20 uL 的 反应 体系 : 模 
板 2 pL, 上 /下 游 引 物 各 0.4 uL, Go Taq 9? qPCR 
Master Mix 10 uL, Nuclease-Free Water 7.2 uL, Б 
应 条 件 采用 两 步 法 PCR 程序 进行 反应 :95Y 预 变性 
10 min;95% 变性 15 s, 60% 退火 1 min, 共 40 个 循 
环 ;95% 15 s, 60% 15 s, 95C 15 s。 每 个 处 理 重复 
3 次 ,每 个 重复 含 8 ~ 9 头 试 虫 。 
1.7 数据 统计 与 分 析 

采用 2 ^^ 1k 4 Pro ЕЕ P TPS 基因 的 相 
对 表达 量 (Livak and Schmittgen , 2001) ,不 同 温度 处 
理 间 相对 表达 量 差异 显著 性 分 析 采 用 单 因 素 分 析 
(one-way ANOVA, Turkey 法 ) 。 利 用 SPSS20. 0 统 
计 分 析 软 件 对 数据 进行 统计 分 析 ,数据 以 平均 值 + 
标准 误 表 示 。 
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2 结果 


2.1 WARA TPS 基因 的 克隆 及 序列 分 析 
根据 前 期 沙 苞 到 叶 甲 幼 虫 转录 组 获得 的 TPS 
基因 核 苷 酸 序列 信息 ,设计 PCR 引物 进行 RT-PCR 
扩 增 , 经 1.5% 琢 脂 糖 凝 胶 电泳 分 析 , 得 到 该 基因 的 
中 间 片 段 ( 图 1: A) ,进行 胶 回 收 测序 后 ,其 大 小 为 
2373 bp, S' RACE #50 PCR 扩 增 最 终 产 物 经 
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1. 596 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 进 行 分 析 ,出 现 一 条 与 预计 相 
近 的 特异 性 条 带 ,测序 后 得 到 一 条 278 bp( 图 1: 
B)。 经 3'RACE 扩 增 后 ,得 到 片段 大 小 约 334 bp 的 
寺 异 性 条 带 (图 1: C) ,包含 一 个 mRNA 末端。 测序 
比 对 表明 这 两 个 片段 都 属于 海棠 糖 合成 酶 的 一 部 
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Fig. 1 
М1: DL5000 Marker; М2: 011000 Marker; 1: GdTPS 的 中 间 片 段 ntermediate fragment of 64ТР8; 2: GdTPS 的 5'RACE 扩 增 产物 5'RACE-PCR 
product of GdTPS; 3; Сатр5 ІМ 3 RACE 扩 增 产物 3'RACE-PCR product of СатР5; 4; GdTPS 全 长 ОКЕ 扩 增 Amplification of full-length ORF of 
GdTPS. 


生物 信息 学 分 析 结 果 表 明 ,Cd7PS 编码 831 个 
氨基 酸 ,蛋白 预测 分 子 量 为 94. 05 kD ,等 电 点 (PIT) 
6.82; 无 信号 肽 ,无 跨 膜 区 ;蛋白质 亚 细 胞 定位 预测 
该 蛋白 位 于 细胞 质 中 ; NetOGlye 分 析 发 现 , CdTPS 
具有 9 个 0- 糖 基 化 位 点 ;NetNGlyc 预测 显示 ,CdTPS 
包含 3 个 N- 糖 基 化 位 点 ,分 别 位 于 第 135, 583 和 
824 位 氨基 酸 ( 图 2: A) ;KinasePhos 在 线 软件 分 析 
表明 ,GdTPS 具有 12 个 磷酸 位 点 ,其 中 丝氨酸 (S) 
磷酸 位 点 有 4 4-(563, 5774, 5795 和 5805), WA 
酸 (Y) 磷 酸 位 点 3 4-(Y365, Y537 和 Y541 ) , HA 
酸 (T) 磷酸 位 点 5 4-(Т24, T106, T416, T476 和 
T741) ;蛋白 质 结构 域 分 析 表 明 ,GdTPS 有 两 个 保守 
功能 区 :TPS( 第 40 -509 位 氨基 酸 ,E = Ое +00) 和 
TPP( 第 547 -787 位 氨基 酸 ,E = 4. 05е-36) (42: 
B) 。 运 用 ExPASy Proteomics Tools 中 的 СОВА 预测 
GdTPS 二 级 结构 ,结果 表明 GdTPS 有 277 个 w- 螺 旋 
(alpha helix), 158 个 延伸 链 (extended strand ) 和 
396 个 无 规则 卷曲 (random сой), -ІҢ 33. 33%, 
19. 01% 和 47. 65% 。 

2.2 ЎН Сатрѕ 同 源 比 对 及 系统 进化 分 析 
利用 Gd7PS 推测 所 得 氨基 酸 序 列 在 GenBank 

数据 库 中 搜索 昆虫 TPS 序列 并 比 对 分 析 。 结 果 表 

HH, vb ШІН TPS 与 马铃薯 甲虫 Leptinotarsa 























分 ,将 这 3 个 片段 序列 用 DNAMAN 软件 拼接 起 来 ， 
获得 长 度 为 2 706 bp 的 全 长 cDNA 序列 ,以 引物 
TPS-F2 ЖІ TPS-R2 扩 增 得 到 2 496 bp 全 长 开放 阅读 
框 (ORF) (图 1: D)。 该 基因 编码 831 个 氨基 酸 , 包 
含 poly(A) 尾 (图 2: A) ,命名 为 CdTPS。 
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图 1 WAIE GdTPS PCR 扩 增 产物 电泳 图 




















Electrophoretogram for PCR amplification products of GdTPS from Galeruca daurica 


decemlineata TPS( GenBank 登录 号 : AOT99586. 1) Æ 
基 酸 序列 一 致 性 最 高 ,为 88% ;其 次 是 赤 拟 谷 盗 
castaneum TPS ( GenBank. 登录 5: 
EFA02222. 2) IPA Dendroctonus ponderosae 
TPS( GenBank 登录 号 : XP_019761749. 1) 和 红斑 尼 
ZE Nicrophorus vespilloides TPS ( GenBank 登录 号 : 
ХР. 017769006. 1) , 其 氨基 酸 序 列 一 致 性 分 别 为 
86%, 8496 fll 8296 (图 3)。 

采用 从 NCBI 数据 库 中 搜索 到 已 知 的 TPS 氨基 
酸 序列 ,选择 了 代表 性 的 15 种 不 同 昆 虫 的 TPS, HE 
行 构建 系统 进化 树 , 以 中 国 对 虾 F. chinensis 的 同 源 
序列 ( GenBank 登录 号 : ACD74843 ) 为 外 群 进 行 系 
统 进 化 分 析 。 结 果 表明 ,15 种 昆虫 的 TPS 可 分 为 4 
个 分 支 :昆虫 纲 的 藉 码 目 、 双 翅 目 、 膜 翅 目 和 甲壳 纲 
HHEH. WAIE TPS 与 其 他 鞘翅 目 昆 虫 的 
TPS 位 于 同一 分 支 , 其 中 , vb Zn TPS 与 同 为 畏 
# HBH d L. decemlineata TPS( GenBank 2 
3€ 5: AOT99586. 1) 1265 ÆRA А. glabripennis 
TPS( GenBank 登录 号 : XP_018574670. 1) 的 亲缘 关 
系 最 近 ,与 其 他 鞘翅 目 昆 虫 TPS 的 关系 较 近 ,而 与 
ЗЕЯ Н ER TPS 的 关系 较 远 (图 4)。 分 子 进化 树 
HH vb Е Н TPS Е H EL ИЗ BORED E 
守 的 进化 特性 。 
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A ТСТААТАССАСТСАСТАТАСООСААССАСТОСТАТСААСОСАСАСТАСАТСОСОТАСТСАТА 
ССТСТСТАТТССАСАТСССАТССТТСАААТАТССТТТТТАТТСАТААДАЛАТССАСАТТАТСАСАСОСАААААТАТСТТТСТСТСТТСАСА 
1 M Y FID EK WA HEIDERE ETTS LLR 
АСССААССТАСТССАТТТТАТСТТСАСССАСАТСТССТСССТТСТТСССССІСТАТСАТАСТАСТСТССААСССАСТАСССТТТСТТСТТ 
2і ЕНРТКВКТЕЕРПҰҮТАДА В ЗЕ БМТТҮВНЕЕКРЕҮ Е 
САСАСАСАТАААСАТССААААСТТАТААССАААСССАСТССТССТОССТІТССТААСТССАСТАССТССААТАСТТАТСААССССССАССА 
51 Е DEDCEL EE EASAUCUCLVIAYVAPIVINCELUISES 
CTATGGGTIAGGTTGGCCAGGTATACATTTAGAAGATCCAAATGAACCAATTCCAGAATCTGATCCCAACGATATCACCCCAACGGCAGGT 
81 ЕК ТҮЕТРЕІЕ Н КЕ ПЕ НЕРЕРЕВПРИЕИВІЕ ТРТА ЕЕ 
ТТАААСТСТСААААЛАСТССТСССАСТТСАТАТССАТССАССТСТТТТТСАСТСАТАСТАТААТССАТСОТТСОТААТССТАСАТТТТ605ССС 
ni ЕЕКСЕКТҮКА ТҮНЫИПЕІ ҮР ШСТтТЕЕПТЕЦШІЛ ТЕТЕ 
TIATICCACTCAATGCCAGATAGGGCTICTITTAAGGCTGACCATTGGAGATCTTATTTAATAGCTAATCAAAAATTCGCAGACTGTACA 
ІН КЕН SFE КН ТЕКТЕ ЕЕ неи ст 
АТСАААССТТТСАААТСАТТАССАААААТТААСАСССААСТСССАТТААТАТСССТССАТСАСТАТСАССТТАТСТТАССАСССААТІСС 
ІЛ WW E A L H S L P E I H T H V КАНИ 
АТААСАСАСССАССАСАТСААСААСАСАТТАААСТААААТТССССТТТТТССТАСАСАТТСССТТСССТССАТСССАТАТТТАТСССІТС 
20 ТЕНВЛА ПЕЕКЕТЕКУ ЕК КЕРЕВЕЕНІРРРРТЕТТ КЕК 1. 
ТТІСССАТССССССАССАААТТСТТСААССААТССТТСССТСТСАТСТССТІССТТТССАСАТАТСССАСТАСТССТТАААСТТССТАСАТ 
231 F PW A DE I L QG M L G C DL V C F HISDYZRCL H REF VD 
TGITIGICAAACAACTITTIGCGCICTICCTIGTIGATACAARAAATCTCTTACTIGAACACCCTGCAACAACACTICCICTACGCCCACIGCCO 
Бі ГЕВЕВІ БЕ ГЕКҮР КЕНЕ ІҮЕ НЕ СК ТУЕКУЕРЕР 
АТТСССАТТСССТІССАААСАТТССТТСААСТАССАСАААААСССССААСАСТТАТТІСААССААТСААААААТСАТТСТСССАСТТСАТ 
20 I C IP HE RHFVHLAHEAPREVISINGUGEIILICUSYIZI 
AGGTTAGATTATACTAAGGGACTTGTICATAGACTGAAAGCGTTCGAAAAATTGTTAGAAAATCATCCAGAACATAAAGAGAAAGTTTCA 
3231 R L DY T EL LVHRLEAHFHELLHHMHHPHBHEHBESVYVS 
ATGTTACAAATATCTGTACCTTICAAGAACTGATGTGAAGGAATATCAAGACCTTAAAGAGGAAATGGATCAACTAGTAGGGCGAATAAAC 
ӚН: M L U FI S Y PSM I Dy EK H Y* H ТЕ КЕН M D GU E V 5 M I MN 
ССААААТТСАСААСТССАААТТССТССОССТАТААСАТАТАТСТАТССТТСССТТАСТСААСАТСААСТАССАССТТТСТАСССТСАСССТ 
sn ЕКЕН ТЕРНЕЕРІКТТҮС ҮЗБЕ ЕК АЛА ЕН ТЕ р А 
ССТСТАССТТТАСТТАССССАТТСАСАСАСССААТСААССТАСТАСССАААСААТТССТАССТІСТСАСАТТААСАТАССАСССССАСТА 
531 A V6 LWYIFPLEBEtHMMHLYVAEHHYAUtHEHUIMIVPPItGSY 
CTTIATTGTATCTCCTTTITGCTGGAGCCGGAGAGACTATGCACGAAGCGCTTATCTCGAATCCTTATGAAATTGACCAAGCTTCAGAAACT 
ЯЗ Е rYS?rPHRFAEGAEGHTMHEAELISNIPYTHRIIIMGASHEI!S 
АТТСАТАСАСССТТААСТАТСССССААСАССАААССАТАСТАССААТСААСТАТТІСАСААСААСССАСАААСТСААТСАССТСААТТАТ 
47i IHERALTHAMPEDEREILEMHNYLHERRHELHDSYISMIS 
TGGACCAAATCTTTICCTTITCTGCAATGGGCTCTCTTCTTACTCAAGAAGACCATGACGATATCGGATCAACCAATATGCCTGCTGTTACA 
"th W TE SH LS A MES ЕК ЕТНЕПНПВІ ЕКЕ ТИНҒРАҮ Т 
СТАСАССАТТТССАТСАСТАТТТСТСААААТАСАТАССАААТАСАСАСААСТТАССАТТАСТССТАСАТТАССАТСССАСТТТАССАССА 
Mi І.ВВЕГВЕТҮ!І! БЕ ҮТТЕ НТНЕ КА ЬІ КІ DT TL A FF 
АТАССТССТСАТССССАТСТССССАТТАТІССТАСССАААССАААААТСТАТТАСАААСАТІСТССААТСТІТСАСАТІСТТАТАТІССІ 
Sb ЕЕ РНР ВТА ТІРТЕТКНТЕНЕ КЕ ИТЕ ет Ед 
АТТСТТАСТСССАСАААССТТААТААТСТСАААСАСАТССТІССААТССААССААТСАСТТАТССТССАААССАССССТТІССАААТІСТІ 
591 I YS GRKE YNN YY ED YG TE БІ ТТДЕННЦЕЬҺЕТЬ 
CATCCTGATGGAACCAAATTTGTTICACCCGATGCCAACCGAATTTCACGATAAAGTCGGARACTTAATGCGACAACTTCAAGAAAAAGTT 
hdi HPD t TE БҮНРЕБРКТНЕ Н ПКҮУҮ СНК ИК Әз КЕН ХУ 
ТСТАСАСАТССАСССТСССТТСААААТААСССАССТСТАТТААСТТІССАСТТСАСССАААСТССАСТТСААТТСАСССССССТТІССАА 
uti СЕ Dt À "VE МЕ САБ КІ ТЕВРЕНТРЧҮИФОТ,ЕРА ЕН 
AAACAGGCAATAGAATTAATAGAATCAGCTGGGTITTAAAGCTGATAGAGCCCATTGTGCTGTAGAATCGCAGGCCACCGGTAGAATGGAAT 
81 EK B & IER LEESRARGEFEADHAHLUSAYVEHESRPPYESWIN 
AAAGGAAGGGCGTICTATTTATATCCTGAGAACTGCTTTTGGIGITGATTGGAGTGAARAGAATACGAATTATTTATGTCGGIGATGATCAA 
ИСИ СЕ АБТ ЕЕЕ Е АДБ К.Е НОИ БЕИ ІТ КЕЗ ЖТ-Е ПЕСЕН 
АСТСАССААСАТСССАТССАСССТСТСАААССТАТСССТССТАСАТТТАСАСТААСТАСАТСТТТААТТАСТААААСАТССССТСААССТ 
ІІ T UH HA S Mus tLEcMASAYPREYYIISLEIETSABHSM 
CGGCTTCCATCTACTGACGCAGTGTTAACCATGTTGAAATGGGTTGAAAGACATTTAGGAAGAAGGAAACCAAGTTTAGATTCTGTATAT 
НІ EK L PSrYH-RvoETIMELERWwVHRHLhHGERErsrs:usevt 
СТААСААССААСТСАААССАСАТТСАССАААСААТТСАААТССАСАТССААСТТСАТІССААААТАТССААСТТСАСАААТТСАААСААА 
1 VRRNSNGQIGQGQTIENMEMGQVDSEISÍN|LTNSESE 
AATTAGAAAAATTAGCAAATTTTITGIGATGTCGATCTAAATATATATGATTAACTGATGCAGTTCATCTTGTGACAGTGTTTIGICATTITIT 

831 нж 
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Glycosyltransferase СТВ type superfamily HRD like superfamily 











图 2 WAIE Сатр 的 核 苷 酸 序列 和 推导 的 氮 基 酸 序列 (A) 及 其 编码 蛋白 的 保守 功能 域 (B) 
Fig. 2 Nucleotide and deduced amino acid sequences (А) and the conserved domains (В) of the encoded protein 
of GdTPS in Galeruca daurica 
图 中 起 始 密码 子 .终止 密码 子 用 下 划 线 标 出 , 糖 基 化 位 点 加 框 标 出 。The initiation codon and termination codon are underlined, and the potential N- 


glycosylation sites are boxed. 








2.3  GdTPS 在 不 同 温度 胁迫 下 的 表达 量 
采用 实时 荧光 定量 PCR 技术 检测 不 同 温度 胁 ” 3 ”讨论 

ЛА Л АЕ HI 2 龄 幼虫 Gd7PS mRNA 的 相对 表 

达 量 变化 。 结 果 表 明 , 当 温 度 低 于 25 (对 照 ) 时 ， 本 实验 从 沙 草 莹 叶 甲 的 转录 组 数据 库 中 鉴定 其 
随 着 温度 的 下 降 , САТРУ 的 表达 量 逐 渐 上 升 ,在 中 一 个 转录 本 ,发 现 它 编码 的 蛋白 质 与 昆虫 的 海藻 
-10 时 达到 最 高 值 ,为 对 照 的 2.22 倍 (P<0.01)， ЖОН НТ ЕЕ ӘЖІМ РЕ, HEW È дер ІНЕН 
Жа КИЕСІН S: A); 当 温度 高 于 25 对 照 时 ， ”的 海藻 糖 合 成 酶 基因 。 为 获得 该 基因 的 全 长 序列 ， 
GdTPS 的 表达 量 随 着 温度 的 升 高 而 上 升 ,在 40C 时 ”通过 设计 特异 性 引物 ,用 RT-PCR 验证 该 序列 后 ,以 
的 表达 量 为 对 照 组 的 1.58 倍 (P<0.01)( 图 5: В). ” 它 作 为 中 间 片 段 进行 克隆 , 应 用 RACE 方法 成 功 克 
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GATES MVEILKNABYLFERYVSIIRREFIRFYICH 100 
ГОШЕВА MGIWRKYERIESISLEN 87 
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虫 同 源 TPS 氨基 酸 序列 比 对 


Fig. 3 Multiple alignment of amino acid sequences of TPSs from Galeruca daurica and other insects 


TPS 序列 来 源 及 GenBank 登录 号 Origin of TPSs and their GenBank accession numbers; GdTPS; Ў 11 Galeruca daurica, КҮ460114; LdTPS; 
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ЗЕҢ Leptinotarsa decemlineata ( AOT99586.1) 
HAFKA Anoplophora glabripennis ( ХР 018574670.1) 
АСЫҢ Galeruca daurica (KY460114) 

FRIES Iribolium castaneum ( EFA02222.2) 


Lec] ili Dendroctonus ponderosae (XP. 0197617491) Moe 

ЕЕЕ ЕН Nicrophorus vespilloides ( ХР 017769006.1) 

БІН Aethina fumida( ХР 019865342.1) 

GEAT Agrilus planipennis (XP. 018318823.1) 

Segih Harmonia axyridis ( ACL50548.1) 

Ж Серіш cinctus (XP. 015588848.1) 

EVER Megachile rotundata (XP. 0037024152) ЕБ 

ENEMA: Harpegnathos saltator ( XP. 0111391791) Hymenoptera 

HHHX Acromyrmex echinatior(XP. 011057366.1) 

918 Drosophila melanogaster(NP. 608827.1) dnd 

中 国 对 几 Fenneropenaeus chinensis (ACD74843) | 甲壳 纲 十 足 目 
Crustacea Decapoda 


4 ”基于 沙 萄 萤 叶 甲 和 其 他 物种 TPS 氨基 酸 序列 构建 的 系统 发 育 树 


Fig. 4 Phylogenetic tree based on amino acid sequences of trehalose-6-phosphate synthase (TPS) from 








Galeruca daurica and other insect species 
采用 MEGA6. 0 软件 的 邻接 法 (neighbor-joining，NJ) 构建 昆虫 海藻 糖 合成 酶 发 育 树 ,括号 内 为 TPS 的 GenBank 登录 号 ;重复 运 
行 1 000 次 ,分 支 上 的 数字 表示 置信 和 度 ; 沙 芍 董 叶 甲 海藻 糖 合 成 酶 用 三 角形 标记 。The phylogenetic tree was constructed using 
MEGA 6.0 based on amino acid sequences of insect trealose-6-phosphate synthase with the neighbor-joining ( NJ) method. GenBank 











accession numbers of TPSs are in brackets. One thousand replications were performed, and the numerals at nodes are bootstrap P- 


values. The trealose-6-phosphate synthase of G. daurica is marked with filled triangle. 
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图 5 diii CA) 和 高 温 (B) 胁 迫 下 沙 敬 董 叶 甲 2 龄 幼虫 中 Gd7PS 的 相对 表达 量 


Fig. 5 Relative expression levels of GdTPS in the 2nd instar larvae of Galeruca daurica under low (А) and 





high (В) temperature stress 
2 龄 幼虫 在 不 同 温度 下 处 理 1 h。 不 同 温度 下 的 基因 表达 量 以 25%C (CK) 下 的 表达 量 为 基准 。 柱 高 数据 为 平均 值 + 标 准 误 ; 柱 上 不 同 写字 母 表 
示 不 同 温度 处 理 间 差异 显著 (P<0.05, Turkey 法 )。The 2nd instar larvae were subjected to temperature stress for 1 h. The expression levels of genes 














at different temperatures were normalized to that at 25°C (СК). Data in the figure are mean + SE, and different letters above bars indicate significant 


difference among different treatment temperatures ( P «0.05, Turkey’ s test). 


МЕ ГУАНИН НЕН 6- 磷 酸 合成 酶 基因 ( Gd7P5) 
的 全 长 cDNA。 经 过 生物 信息 学 、 和 蛋白 同 源 性 分 析 
及 进化 树 的 构建 ,进一步 确认 了 该 基因 就 是 海藻 糖 
合成 酶 基因 ,属于 昆虫 TPS 家 族 。 本 研究 克隆 获得 
的 沙 葱 至 叶 甲 海藻 糖 合成 酶 基因 Gd7PS ,其 ОКЕ 长 


2 


496 bp ,编码 831 个 氮 基 酸 , 蛋 白质 结构 域 分 析 表 


明 ,GdTPS 有 两 个 保守 功能 区 ,推测 其 分 别 为 TPS 


( 





第 40 -509 位 氨基 酸 ) 和 TPP( 547 -787 位 氨基 


酸 )( 图 2)。 这 与 唐 斌 等 (2014) 认 为 的 昆虫 海藻 糖 
合成 酶 的 氨基 酸 数 量 在 800 个 以 上 ,包含 两 个 非常 
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保守 的 TPS 和 TPP 结构 域 这 一 结果 相符 。 同 源 性 
比较 发 现 , GdTPS 氨基 酸 序 列 与 马铃薯 甲虫 也 
decemlineata TPS 氨基 酸 序 列 一 致 性 最 高 ,为 88% , 
并 运用 NJ 法 构建 系统 发 育 树 ,表明 沙 萄 萤 叶 甲 与 马 
铃 昔 甲 虫 及 光 肩 星 天 牛 的 TPS 亲缘 关系 最 近 , 与 其 
他 请 怒 目 昆虫 海藻 糖 合 成 酶 的 关系 较 近 ,而 与 非 靖 
翅 目 昆虫 海 党 糖 合成 酶 的 关系 较 远 (图 4) ,它们 形 
成 一 个 分 文 , 鞘 翅 目 . 双 翅 目 和 膜 考 目 昆 虫 的 TPS 
各 形成 不 同 分 支 。 

昆虫 在 长 期 的 自然 驯化 过 程 中 ,通过 提高 海藻 
糖 的 含量 来 抵御 逆境 (Bale, 2002) ,昆虫 体内 海藻 
糖 含量 的 升 高 或 降低 是 通过 调控 TPS 基因 的 表达 
而 发 生 的 (Clark et al., 2009) ,这 可 能 表明 TPS 基因 
在 昆虫 长 期 的 自然 驯化 过 程 中 起 着 重要 作用 。 海 省 
糖 可 以 在 高 温 高寒. 干燥 失 水 等 恶劣 的 条 件 下 被 激 
发 大 量 合成 ,使 昆虫 可 以 在 逆境 条 件 下 在 细胞 表面 
形成 特殊 的 保护 膜 , 有 效 地 保护 生物 分 子 结构 不 被 
破坏 。 海 灌 糖 不 仅 是 昆虫 活动 的 能 量 来 源 ,而 且 还 
参与 昆虫 的 多 种 重要 的 生理 功能 。 在 异 色 靳 虫 太 . 
axyridis 和 德国 小 虹 Blattella germanica. 等 昆虫 的 温 
度 诱 导 研 究 中 发 现 ,在 低温 或 高 温 诱导 情况 下 ,TPS 
基因 表达 量 均 显著 高 于 正常 温度 下 的 表达 量 ( 秦 资 
4%, 2012; ЖАРК ЖЕ, 2015), ЖЕЖ D. 
antiqua 中 ,TPS ШАЯ AEE dE EE 9X4] Is A ЛА EJ 
变化 显著 , 清 育 前 期 和 后 期 的 表达 量 较 高 , 非 滞 育 时 
期 表达 量 较 低 ( 李 源 等 , 2013) 。 这 说 明 合成 的 海藻 
糖 在 协助 昆虫 抵御 不 良 环 境 中 发 挥 重 要 作用 ,表明 
海藻 糖 合成 酶 对 昆虫 的 济 育 和 抗 着 有 着 重要 作用 ， 
也 可 能 对 昆虫 体内 血糖 含量 的 相对 平衡 和 维持 机 体 
正常 的 生理 需要 起 到 作用 (Sinclair et al., 2007) 。 
因此 ,研究 海藻 糖 的 代谢 规律 能 为 揭示 昆虫 的 抗 性 
机 人 制 提 供 依据 。 

沙 葱 鼻 叶 甲 在 经 过 短 时 低温 诱导 后 ,Gd7PS 的 
表达 量 随 着 温度 的 降低 显著 升 高 ,在 - 14，- 10， 
-5 PI OC 时 ,其 表达 量 显 著 高 于 对 照 (25Y В) 
(Р <0.05) ,这 说 明 短 时 低温 诱导 后 , Cd7PS 的 调控 
能 力 得 到 了 显著 的 提升 。 -14%C 下 Cd7PS 表达 量 
反而 显著 低 于 - 10%C 下 的 表达 量 ,这 很 可 能 是 因为 
ДӘНІНЕ 2 龄 幼虫 的 过 冷却 点 为 -13.3%C (26 
等 , 2014), - МӘС 的 低温 已 使 部 分 昆虫 个 体 死 亡 ， 
失去 生理 活性 ,不 能 诱导 合成 新 的 CdTPS ,从 而 导致 
其 表达 量 比 - 107€ 下 低 。 在 高 温和 低温 环境 下 ， 
Gd7PS 的 表达 量 都 随 温 度 变 化 幅度 的 增加 而 增加 ， 
与 对 照 存 在 显著 差异 (P<0.05), 但 在 低温 下 ， 

























































































































































































cd7PS 的 表达 量变 化 比 在 高 温 下 更 显著 ,此 结果 表 
明 Gd7PS 可 能 更 易 受 到 低温 环境 诱导 表达 , 推测 
GdTPS 可 能 在 沙 萄 重 叶 甲 幼虫 对 低温 逆境 胁迫 中 发 
挥 的 作用 比 对 高 温 胁 迫 发 挥 的 作用 大 。 

我 们 的 研究 表明 ,低温 和 高 温 胁迫 均 能 诱导 
GdTPS 的 上 调 表 达 , 但 是 否 会 导致 TPS 活性 和 海藻 
糖 含量 的 增加 还 有 待 于 进一步 研究 ,因为 已 有 研究 
表明 TPS 基因 表达 与 海藻 糖 含量 变化 并 不 完全 一 
zs fup Gampsocleis gratiosa 海藻 糖 合 成 
酶 基因 GeTPS 在 15?C 处 理 下 表达 量 最 高 ,而 海藻 糖 
含量 在 0Y 处 理 下 表达 量 最 高 ( 蹇 蔓 阳 等 , 2017) 。 
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